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[摘要 ]　目的 :建立改良分子信标 -实时 PCR检测志贺菌的快速方法 ,应用于志贺菌食物中毒的快速诊断和门诊肠道
致病菌的检测。方法 :根据 GenBank公布志贺菌 ipaH基因的保守序列 ,设计引物和改良分子信标探针 ,建立实时 PCR -
改良分子信标检测体系 ,应用于对志贺菌食物中毒的快速诊断和门诊肠道致病菌的检测。结果 :改良分子信标 - 实时
PCR反应体系 DNA灵敏度为 93 fg/μl,菌液灵敏度为 64 cfu /m l或 2 cfu / PCR反应体系 ,无交叉反应。此反应体系检测
67株志贺菌 ,均出现特异的荧光信号。对细菌性食物中毒样本等共 657份样品进行志贺菌检测 , 42份志贺菌实时 PCR
阳性 ,其中 41份志贺菌细菌培养阳性。从样品处理到检测结果仅需 2 h～1 d时间。结论 :改良分子信标 - 实时 PCR检
测体系快速、灵敏度高 ,特异性强 ,可用于志贺菌食物中毒的快速诊断 ,为食源性疾病的分子流行病学调查提供新的检测
手段 ,对于提高肠道门诊的工作效率有重要意义。
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[ Abstract] 　O bjective: Rap id detection assay of Shigella using modified molecular beacon and real - time PCR was devel2
oped1The established method was app lied to rap id diagnosis of Shigella food poisoning, and health exam ination1M ethods:Based
on the core sequence of ipaH gene of Shigella published on GenBank, one set of p rimers and the corresponding modified molecular
beacon were designed1The modified molecular beacon was labeled with FAM1Then the molecular beacon and p rimers were tested
against 22 different bacterial species1Finally the real - time PCR assay was app lied to the rap id diagnosis of food poisoning and
disease surveillance1Results: For the modified molecular beacon based real - time PCR assay, the sensitivity was 93 fg/μl or 2
cfu /PCR reaction1There was no cross - reaction with other bacteria as control1The real - time PCR assay was used to detect 67
Sh igella strains and no false signals were observed1Among 657 samp les, 42 were positive for real time PCR and 41 were positive
for conventional method1The overall test could be finished within one day starting from samp le p reparation1Conclusion: The modi2
fied molecular beacon based real time PCR assay is rap id, sensitive, and specific1 It could be app lied to the rap id diagnosis of
Sh igella food poisoning and health exam ination1
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　　细菌性痢疾多发于夏秋 ,除散发病例外一旦食物和水源
被志贺菌污染 ,可引起腹泻病的暴发。据报导 , 2002年 4月黑
龙江省某县发生水源污染志贺菌引起二百多人腹泻 [ 1 ]。吉林
省吉林市某校食堂食物被志贺菌污染造成 60多学生食源性
急性细菌性痢疾的暴发流行 [ 2 ]。
目前志贺菌检验仍以传统培养法为主 ,但操作繁琐 ,耗时
长 ,且阳性率低。随着分子生物学技术的发展 ,人们采用 PCR
技术应用于细菌的快速诊断。然而传统 PCR技术易污染 ,造
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菌株名称及菌号 英文名称 菌株数 菌株来源
蜡样芽孢杆菌 (63301) B acillus cereus 1 检定所
沙门菌 (50013) Salm onella 1 检定所
弗劳地枸橼酸杆菌 (48001) Citrobacter freudii 1 检定所
肉毒梭菌 (64203) Clostridium botulinum 1 检定所
产芽孢梭菌 (64941) Clostridium sporogenes 1 检定所
产气肠杆菌 (45103) Enterobacter aerogenes 1 检定所
阴沟肠杆菌 (45301) Enterobacter cloacae 1 检定所
大肠埃希菌 (44104) Escherichia coli 1 检定所
产单核李斯特菌 (54001) L isteria m onocytogenes 1 检定所
奇异变形杆菌 (49003) Proteus m irabilis 1 检定所
普通变形杆菌 (49001) Proteus vulgaris 1 检定所
粘质沙雷氏菌 (41002) Serratia m arcescens 1 检定所
鲍式志贺菌 (51265) Shigella boydii 1 检定所
痢疾志贺菌 (51376) Shigella dysenteriae 1 检定所
福氏志贺菌 (51093) Shigella f lexneri 1 检定所
宋内氏志贺菌 (51081) Shigella sonnei 1 检定所
金黄色葡萄球菌 (26001) S taphylococcus areus 1 检定所
粪链球菌 (33219) S treptococcus 1 检定所
乙型溶血性链球菌 (32210) S treptococcus hem olytic -β 1 检定所
副溶血弧菌 (20001) V ibrio parahaem olyticus 1 检定所
霍乱弧菌 (16001) V ibrio cholera 1 检定所
小肠结肠炎耶尔森氏菌 (52201) Yersinia enterocolitica 1 检定所





(1 ) DNA 提取 : 菌株经 LB 增菌培养过夜后 ,菌体用
500μl TE buffer悬浮 ,加入终浓度为 50μg/μl溶菌酶 , 37℃
作用 1 h,然后再加入终浓度为 1% SDS和 012μg/μl的蛋白
酶 K, 55℃作用 1 h后 ,用酚 -氯仿抽提 DNA。 (2)取 1 m l菌
液 ,离心沉淀 ,制备菌悬液 ,煮沸 ,离心 ,取上清液 5μl即可用
于实时 PCR反应。
114　改良分子信标检测体系的建立
11411　引物和探针设计 　根据 GenBank公布志贺菌 ipaH基
因片段中的开放阅读框架部分序列设计引物和改良分子信标
探针 ,扩增片段为 112 bp。探针用 FAM标记 ,用于志贺菌的
检测。引物和探针均由上海 Sangon公司合成。
11412　PCR反应条件 　反应总体积为 25μl,内含 5μl模板 ,
215μl 10 ×PCR缓冲液 , 115 mmol MgCl2 , 0125 mmol/L dNTP,
1 U Taq酶 , 25 pmol引物 , 25 pmol探针。实时 PCR反应参数
为 : 94℃预变性 5 m in, 40个循环中 94℃变性 20 s, 52℃退







板 DNA。用 U ltrospec2000紫外可见光蛋白核酸分析仪 ( Phar2
macia公司 )测 DNA的浓度。然后进行 5倍梯度稀释 ,每个稀
释度取 1μl用于实时 PCR反应。菌液灵敏度分析 :菌株经肉
汤增菌过夜后 ,进行 10倍梯度稀释 ,共做 10个稀释度 ,然后依












100～200μl生理盐水悬浮 ,煮沸 , 10 000 r/m in离心 2 m in,取
5μl上清液即可用于实时 PCR反应。
21112　食品样品 　用 GN增菌 6～8 h后 ,取 1 m l菌液富集 ,
测定用 100μl水悬浮并煮沸 , 10 m in离心吸取 5μl上清液即
可用于实时 PCR反应。上述方法不需酚 - 氯仿抽提 ,快速简
便有效 ,适于大批样品的模板提取。对于食品从业人员肛拭




21212　灵敏度分析 　DNA灵敏度为 93 fg/μl,菌液灵敏度为
2 cfu /PCR 反应体系 , 对原始样品而言 , 菌液灵敏度为
64 cfu /m l。
图 1　分子信标 - 荧光 PCR检测志贺菌 ( Sh i)
左图 :空白 ; 右图 : Shi( + )
(下转第 468页 )
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311　两种方法检测 4种细菌体外药敏结果比较
共 16种抗生素对 4种细菌的抑菌环直径进行了 1831对
测定。仪器法和手工法在测量抗葡萄球菌的 10种抗生素抑
菌环直径 ,结果一致 ,无重大误差率和次要误差率 ;在测量大
肠埃希菌时 ,有 2株菌的头孢噻肟发生重大误差率 ;在测量铜
绿假单胞菌时 ,有 1株菌的加替沙星发生次要误差率 ;在测量
肺炎克雷伯氏菌时 ,有 1株菌的环丙沙星发生重大误差率。
312　两种方法所测结果的相关性分析
在 7组数据的 823对数据的测量 ,对仪器法和手工法相关




以上分析结果表明 : ZY - 800型 K - B法抑菌圈测量仪和
传统的游标卡尺手工测量法在抗生素对细菌的敏感性测量
中 ,其结果一致性良好 ;相关性分析表明 ,两种方法高度相关
性。ZY - 800型 K - B法抑菌圈测量仪在测量的同时可将数
据进行保存也可直接生成 WHONET数据 ,便于进行统计 ,如
进行各个细菌的耐药性分析、耐药菌株流行趋势、实验室质量
控制等 ,还易于错误的发现、避免错误等。ZY - 800型 K - B
法抑菌圈测量仪与手工法相关性好 ,且测量速度快 ,操作简
便 ,能减少人工误差 ,仪器法可代替手工法 ,值得推广。
(收稿日期 : 2006 - 02 - 10)
(上接第 395页 )
213　改良分子信标 -实时 PCR检测体系应用
对 657份各类样本 ,用改良分子信标 - 荧光 PCR法检测
志贺菌 , 42份阳性 ,相对应地采用传统检测方法 , 41份阳性。
其检测情况见表 2。该检测体系灵敏度高 ,检出率高于传统分
离方法 ,检测时间仅需 2 h。
表 2　实时 PCR方法的应用
样品来源 数量 荧光 PCR阳性数 传统分离阳性数
食物中毒 192 3 2
痢疾病人 145 38 38
门诊体检 320 1 1
总数 657 42 41
3　讨论
本文在改良分子信标技术的基础上 ,建立了实时 PCR检
测细菌的方法。研究表明 : ( 1)此方法灵敏度高 ,每毫克或每
毫升样品含 64 cfu细菌 ,即可检出。 (2)特异性强 ,与对照组
18种细菌无交叉反应 ,即类似的肠道致病菌均呈阴性。 (3)操
作简单 ,结果观察直观明了 ,可一次检测 96份标本 (含阴阳性
对照 )。 (4)适用于志贺菌食物中毒的快速诊断和大量样品的
检测。检测大便和呕吐物标本仅需 2 h检测时间 ,检测食品标
本仅需 1 d时间 (包括样品的增菌和前期处理 )。传统的细菌
学检验方法主要是细菌培养和生化鉴定法 ,需要数天时间完
成 ,而且操作繁琐 ,检出率低。而实时 PCR检测时间短 ,检出
率高 ,在实时 PCR研究的基础上 ,可进一步实现双重或多重实










Buysse等发现志贺菌侵袭性质粒抗原 H ( invasive p las2
m id, ipaH ) ,同时多拷贝存在于染色体和侵袭性大质粒上 ,不
随传代而丢失 ,鉴于此 ,根据志贺菌 ipaH基因的保守序列 ,设
计引物和改良分子信标探针用于志贺菌检测 ,特异性强 ,灵敏
度高。
目前国外有采用 TaqMan - 实时 PCR技术检测志贺菌 ,国
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